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摘 要
对虾是一种广温广盐性的海产虾类，近年来我国对虾养殖的年产量超过百万
吨。对虾养殖产业中细菌性和病毒性疾病严重制约对虾产业的发展。白斑综合症
病毒（White spot sydrome virus，WSSV）是养殖对虾爆发性传染疾病的主要病害
之一。因此对虾疾病尤其是 WSSV 的侵染机制成为目前研究的热点，病毒极早
期基因在病毒感染宿主的过程中起着关键作用，对其进行研究有助于进一步揭示
WSSV 的侵染机制，为 WSSV 的防治提供新思路。本研究工作的内容主要包括
以下几部分：
(1)构建一系列 wsv249 的启动子 249P-331的连续缺失突变 249P-300、
249P-275 、249P-250、 249P-225、249P-200、 249P-175、 249P-150、 249P-130、
249P-100，双荧光素酶报告基因检测启动子活性实验表明 249P-300启动子活性
最高，利用启动子转录因子结合位点软件分析发现其存在 2 个 AP-1家族结合位
点；其次，将 c-Jun 和 249P-300 、249P-225、249P-200、249P-150分别共转入
Sf9 细胞，结果表明 c-Jun 对 249P-300的启动子活性有显著性上调作用；最后，
对 249P-P300启动子上的转录因子结合位点进行单点突变和双突变，实验结果表
明 c-Jun 对 249P-300活性上调作用显著性下降。综上所述，本研究找到一个转录
因子 c-Jun 能够显著性上调 wsv249 启动子活性，为WSSV 基因的转录、复制、
等过程的研究奠定工作基础。
(2)构建 WSV249 和 WSV403 重组质粒及其突变体，转染 293T 细胞，利用
免疫荧光技术和激光共聚焦技术，观察发现野生型均定位在细胞质中并呈点状分
布，和 γ-Tubulin 共定位于中心体，突变体也定位在细胞质中，但无点状分布，
和 γ-Tubulin 无共定位现象； 我们用 WSSV-CN02 株 WSSV 病毒感染红鳌鳌虾
造血组织细胞，运用免疫荧光和激光共聚焦技术，观察发现 WSV249 和造血组
织细胞的 γ-Tubulin蛋白共定位于中心体，部分WSV249和细胞骨架蛋白 F-actin
存在共定位现象。分析泛素连接酶 wsv249 和 wsv403 的亚细胞定位对进一步研
究它们基因的生物学功能和分子调控机制奠定基础。
关键词：c-Jun；WSV249；WSV403；共定位
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ABSTRACT
Shrimp is a marine species which culture not only in sea water but also in th
freshwater,the annual production of shrimp in mainland of China has been over one
million tons in recent years.Bacterial and viral diseases become severe and
constrainted shrimp industry.White spot syndrome virus（WSSV）is one of the major
diseases that seriously obstructed the development of the shrimp acquclture. So the
mechanism of pathogens especially WSSV is becoming a hot spot of current research,
Immediate-early(IE) genes encode regulatory proteins critical for the virus,they are
the keys to understand how WSSV infect the host cell which attempts to provide new
insights into the prevention and cure of WSSV.The content of this research work
mainly includes the following sections.
(1)First of all,we constructed a series of truncated and deletion mutants of
promoter of wsv249 which are 249P-300,249P-275,249P-250,249P-225,249P-200,
249P-175,249P-150,249P-130 and 249P-100, the result of dual Luciferase Reporter
Gene Assay experiment shows that activity of promoter P300 is the highest. AP-1
family were frequently found within the wsv249 promoter regions by utilizing
promoter transcription factor binding sites software. Secondly, 249P-300、249P-225、
249P-200、249P-150 were separately transfected in Sf9 cell with c-Jun,it turns out that
c-Jun has a significant increased effect on activity of promoter. Finally,we make
single point mutation and double position mutation on transcription factor binding
sites of promoter P300, then detect that the significant increased effect on activity of
promoter of c-Jun has an apparent decline.To sum up, this research finds out a
transcription factor c-Jun which up-regulate the promoter WSV249 and regulate the
expression of WSV249.It is conducive to further recognize the mechanism of
WSV249 and correlation of other network regulatory factors.Our study lays the
working foundation for studying the transcription , replication of WSSV.
(2)By means of structuring recombinant plasmid and point mutations of
WSV249 and WSV403,transfecting 293T cell,utilizing immunofluorescence
technique and applying laser scanning confocal microscope to find out that wild types
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be located in the cytoplasm which are distributed as spot and collocated in centrosome
with γ-Tubulin. Mutants locate in the cytoplasm but with no point shape distribution
and no co-localization phenomenon.
We use CN02 virus strain of WSSV to infect hemopoietic tissue cells of cherax
quadricarinatus;we utilize immunofluorescence technique and laser confocal
microscopy to observe and find out that WSV249 and γ-Tubulin protein are mainly
located in centrosome ,several of WSV249 and cytoskeletal protein F-actin have
co-localization phenomenon.
Key words：c-Jun,WSV249,WSV403,colocalization
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前 言
1对虾白斑综合症病毒及其分子生物学研究
1.1 对虾白斑综合症病毒的研究概况
1.1.1 对虾白斑综合症病毒的发现
对虾为节肢动物门（Arthropoda）甲壳动物纲（Crustance）十足目（Decapoda）
对虾科（Penaeidae），是一种具有重要经济价值的海产虾类。我国对虾养殖规模
化始于二十世纪八十年代初期，2007年对虾养殖总产量达到 126万吨，约占世
界养殖产量的 37%，在中国出口水产品市场占有至关重要的地位。
病毒爆发是阻碍对虾水产养殖业的主要原因之一 [1] ，为人们所熟知的对虾
致病原的病毒种类超过 20 种，每年给对虾养殖业造成经济损失约 10亿美元[2]。
对虾白斑综合征病毒、黄头病毒、传染性肌肉坏死病毒和传染性皮下和造血坏死
病毒是造成对虾养殖业经济损失的主要病原[3]。1992 年，中国台湾出现一种新型
感染对虾的病毒-白斑综合症病毒，给台湾对虾养殖产业造成了巨大的经济损失。
1993年，日本养殖对虾因大量发生白斑综合症而死亡；同年 5-8月，白斑综合症
病毒在中国沿海的对虾养殖场中大规模爆发，1994 年底，白斑综合症在包括泰
国南部、印度以及马来西亚等在内的养殖场中大规模暴发。1999 年 2 月份，厄
瓜多的部分对虾养殖场因白斑综合症病毒引起对虾的灾难性死亡[4]。WSSV 致死
率高、传播速度快、传染力强、宿主范围广，给全球对虾养殖产业造成巨大的损
失，目前仍然是全球范围内抑制对虾养殖产业发展的主要因素之一。
对虾感染病毒晚期,头胸甲部位出现大量白斑，因此命名这种疾病为对虾白
斑综合症[5-7] 。由于不同学者研究方法及侧重点不同，对虾白斑综合症病毒的叫
法不一。分别为：“白斑杆状病毒”、“中国对虾杆状病毒病”、“对虾杆状
DNA 病毒”、“日本对虾核型杆状病毒”、“淋巴样细胞核型杆状病毒、“被
下造血组织坏死杆状病毒”、“对虾白斑综合病”。这些病毒在形态特征、病毒
病流行特点、感染组织、病理变化、临床症状及 PCR、核酸探针检测等方面具
有相似性，Lightner[8]建议将这些病毒暂时命名为白斑综合征病毒，逐渐得到普
遍认同。
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1.1.2 对虾白斑综合症病毒的形态学特征和超显微结构
研究者通过病毒负染技术，电子显微镜观察发现 WSSV为呈椭圆形，大小
约为 210-420 nm × 70-167 nm，完整的病毒粒子由囊膜和核衣壳两部分组成。囊
膜厚度约为 6-7 nm，膜结构为典型的磷脂双分子层结构，两膜之间有 2-7.5 nm
的间隙；核衣壳为杆状，大小约为 380-330 nm × 80-60 nm，两端各有一帽状结构，
分别是三角锥形和较扁的梯形，后者延伸出一条长尾，尾部有膨胀部分[9]。图 1
展示了病毒粒子具体的形态结构。
图 1 WSSV形态结构图
左一为全病毒，左二为核衣壳，右图为病毒结构图
资料来源：van Etten, James L.(Ed.): Lesser Known Large dsDNAViruses, Springer, 2009.
1.1.3 对虾白斑综合症病毒的宿主和传播途径
WSSV具有很强的侵染性和复制能力，其宿主谱非常广泛。WSSV 不仅能感
染大多数对虾品种，如斑节对虾（Penaeus monodon）、中国对虾（Fenneropenaeus
chinensis）、日本囊对虾（Penaeus japonicus）、刀额新对虾（Metapenaeus ensis）
等；还能感染其它非对虾品种，如龙虾类、蟹类、水蝇类、端足类、介形类、桡
足类等甲壳纲动物，WSSV感染该类动物后，它们多数不出现典型的病理症状，
所以其在海洋环境中扮演 WSSV 传播的中间宿主角色, 给养殖对虾及野生甲壳
纲动物资源构成严重威害。
一般情况下，病毒传播方式分为水平传播和垂直传播。自然条件下 WSSV
经口摄食、鳃的呼吸、体表接触等途径进行水平传播；实验室条件下可以通过注
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射和灌食方式感染对虾；朱山证明 WSSV 在野生脊尾白虾中可经卵垂直传播[10]。
由于亲虾生殖腺组织普遍都是 WSSV 携带者, 育苗亲虾时必须严格检疫，避免
WSSV可能存在的垂直传播。
1.1.4 对虾白斑综合症的症状、组织病理学分析
感染WSSV 的患病虾表现症状十分明显：1）初期摄食减少，中期厌食，后
期停止摄食；2）行动力迟缓，弹跳力减弱，游动异常或静卧不动；3）部分病虾
鳃及体表附着聚缩虫、丝状细菌、藻类及其他污染物[11]。
患病的蓝对虾在胸腹部有白色或暗蓝色斑点，整个虾体花斑肉眼清晰可见；
患病的斑节对虾在濒临死亡时体色明显变蓝，腹部肌肉混浊；一些幸存的对虾可
在一定时间内恢复正常。在显微镜下观察，病虾甲壳内面有直径数毫米的白点，
呈重瓣的花朵状，外围较透明，花纹较清楚，中部透明，花纹着木清。WSSV 侵
染的主要组织和器官为皮下组织、触角腺、造血组织，心脏、眼、神经及生殖腺
组织中也分布广泛[12]。
检查感染 WSSV 的对虾时，发现其血淋巴细胞显著性减少，血淋巴混浊，
淋巴样器官和肝胰脏肿大。濒淋死亡的对虾壳体变软，血淋巴液发黄，不易凝固。
病毒粒子散落分布在细胞质中，可在细胞质中继续完成病毒粒子的装配过程。装
配完成后细胞解体，病毒粒子再感染周围细胞。
1.1.5 对虾白斑综合症病毒的感染动物模型
目前, WSSV 没有可用于增殖的细胞系，虽然人工感染对虾效果较好，但是
对虾价格昂贵、不易饲养，带毒者多，使得在实验室（尤其远离海洋环境的实验
室）很难开展 WSSV 的研究工作。所以寻找 WSSV 的替代宿主，建立感染动物
模型非常必要。1998 年，魏静等首次报道在克氏原螯虾(Procamburus clarkia)体
内增殖 WSSV 获得成功[13]，为该病毒领域的研究带来重大突破。WSSV 在淡水
克氏螯虾(Procamburus clarkia)体内的增殖过程和特性与其在对虾体内的行为非
常相似，且从两种虾体内观察到的病毒粒子有着相似或相同的形态[14-17]。克氏原
螯虾分布广泛，价格低廉，室内人工喂养容易。因此，它不仅为病毒提供了良好
的增殖体系，而且为深入研究 WSSV的分子作用机理方面起了很大的推动作用。
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1.2 对虾白斑综合症病毒的基因组学研究
到目前为止，GenBank 已公布了 4 株WSSV 的基因组序列，分别为：（1）
中国大陆株(WSSV-CN，Accession No.AF332093)[18]，该毒株分离自中国大陆养
殖的日本对虾(Penaeus japonicus)，基因组为 305107 bp，越有 97%是特异性的，
包含 531 个开放阅读框（ORF），其中 181 个 ORF 可能具备编码功能蛋白的功
能。（2）台湾株(WSSV-TW,Accession No. AF440570)[19]，病毒株分离自台湾的
斑节对虾(Penaeus monodon)，基因组为 307287 bp，是 4株 WSSV分离株中最大
的。基因组测序所得序列比 2001年 van Hulten所测得的全序列多出 14 kb，并且
都位于 van Hulten 全序列的 31135 bp 处，其余序列基本一致。（3）泰国株
(WSSV-TH, Accession No.AF369029)[20] 基因组为 292，967 kb，病毒株分离自泰
国的斑节对虾(Penaeus monodon)，用螯虾(Procambarus clarkii)做为宿主感染增殖
WSSV用于测序。根据 ORF 序列重叠最少的原则，分析选出 184个 ORF，占全
基因组的 92%。（4）韩国株(WSSV-KR, Accession No.JX515788)[21]基因组大小
为 295884 bp，该病毒株分离自凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)，其基因组共
编码 515 个 ORF。4株 WSSV 分离株的性质比较如表 1所示：
表 1 四株已测序的 WSSV分离株性质比较
国际病毒分类委员会第 8 次报告把 WSSV 归为线形病毒科（Nimaviridae）
白斑病毒属（Whispovirus），它是此新科中唯一的成员[22, 23]。虽然 WSSV 在形
态上与其他昆虫杆状病毒十分相似，但 WSSV 基因组序列和预测的蛋白质序列
与已知的昆虫杆状病毒几乎没有同源性。生物信息学分析[24, 25]发现WSSV 大部
分 ORF 编码的蛋白与数据库中已知的蛋白几乎没有同源性，仅存在一些参与核
分类 WSSV-CN WSSV-TW WSSV-TH WSSV-KR
原始宿主 日本对虾 斑节对虾 斑节对虾 凡纳滨对虾
基因组大小 305107bp 307287bp 292967bp 295884bp
病虾收集时间 1996.10 1994.11 1996.05 2011.04
GenBank 序列号 AF332093 AF440570 AF369029 JX515788
取样地点 中国厦门 台湾南部 泰国素叻他尼 韩国全罗南道厦
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苷酸代谢和 DNA 复制的酶类与已知蛋白质或结构域有较高的同源性，主要是
WSSV的基因组中还包含了一个类胶原蛋白（Collagen）基因，这是WSSV 一个
非常独特的属性。
1.3 对虾白斑综合症病毒的蛋白质组学研究
1.3.1 对虾白斑综合症病毒的结构蛋白研究
病毒的结构蛋白包括囊膜蛋白、被膜蛋白和核衣壳蛋白，它们的主要功能为：
构成病毒基本构象，保护病毒核酸，参与病毒对细胞的识别、吸附、入侵等过程
通过广泛应用蛋白质组学的方法，迄今为止，已经鉴定超过 40个 WSSV结构蛋
白。主要的蛋白质组学技术有：SDS-PAGE、Blue Native Polyacrylamide Gel
electrophoresis(BN-PAGE)、MALDI-TOF/ TOF MS。表 2 为已经鉴定的主要的结
构蛋白。
表 2 目前鉴定的主要的结构蛋白
结构蛋白 ORF 分子大小(aa) 定位
VP12B (VP68) wsv386 68 囊膜
VP13B(VP16) wsv321 117 囊膜
VP14 wsv349 97 囊膜
VP19 wsv414 121 囊膜
VP28 wsv421 204 囊膜
VP31 wsv340 261 囊膜
VP32 wsv198 278 囊膜
VP33 wsv256 281 囊膜
VP38A wsv339 309 囊膜
VP39B wsv237 283 囊膜
VP41A wsv242 292 囊膜
VP41B wsv238 300 囊膜
VP51A wsv256 486 囊膜
VP51B wsv011 384 囊膜
VP53A wsv386 1301 囊膜
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